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ABSTRACT
Escherichiacoli0] 57:H7 is oneof thebacterialcausingbornefooddiseasein human.Monospecific
immuneserumagainstsomatic(0) andt1agella(H)antigenshavebeenusedtodetectE.co]i0157:H7.
TheaimofthisstudywastodetectiofE.coli0157:H7using'immunes rummonospecifikbyabsorptionand
coagg]utinationtests.MonospecificmmuneserumwasobtainedbyinjectingE.colia 157:H7intoNewZealand
Whiterabbits.Serumwas harvestedandabsorbedwith somaticE.coli heterologousantigenuntilno
agglutinationwasobserved.TheresultshowsthatimmuneserummonospecificanbeusedtodetectiofE.coli
0157:H7inmilkandmeat.
Key words:immuneserum,monospecific,E.colia 157:H7.
ABSTRAK
Escherichiacoli 0157:H7merupakansalahsatubakteripatogenpenyebabfood bornediseasepada
manusia.DeteksiE.coli0157:H7padaserumkeba]monospesifikberdasarkansomatikantigen(0)danflagella
(H).Tujuandaripenelitianini untukmendeteksiE.coli0157:H7menggunakanserumkebalmonospesifik
dengancaraabsorbsidanuji koaglutinasi.Serumkebalmonospesifikdiperolehdengancaramenyuntikkan
antigenE.coli0] 57:H7padakelincijenisNewZealandWhite.Serumdikoleksidandiabsorbsimenggunakan
antigensomatikE.coliheterologsampaitidakterjadireaksiagglutinasi.Hasilpenelitianmenunjukkanbahwa
denganserumkeba1monospesifikdapatdigunakanuntukmenedeteksiE.coli0 157:H7da1amsusudandaging.
Kata kunci:serumkeba1,monospesifik,E.coli 0 157:H7
PENDAHULUAN
..
ChinyudanBrandt,]995).
Padatahun1997diAmerikaSerikatdilaporkan
Escherichiacoli 0157:H7 merupakanpenyebab
penyakitasal makananyang ke dua setelah
Salmonellasp denganjumlah3260kasusdan8
orangmeninggaldunia(CDC, 1997).Padatahun
]996diSkotlandiadi1aporkansebanyak496wabah
dari7500kasusdan21 orangmeningga1dunia,
Escherichiacoli 0157:H7 menipakanstrain
patogenikyangdapatmengkontaminasipangan
terutamaasa1ternak.Padamanusia,Escherichi.coli
0157:H7menyebabkanhemorrhagiccolitis(He),
hemolytic uremic syndrome (HUS) dan
thrombocytopeniapurpura(TPP)(AAPHV,2000;
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sedangkandi Inggrissebanyak30wabahdari656
kasusdengan11orangmeninggaldunia(SCIEH,
2001).
Penyakitasal makanansering terjadi di
Indonesia.Padabulan September2004terjadi
keraeunanpada72 siswaSekolahDasar(SD) di
TulungAgungJawaTimursetelahminumsusu,300
siswaSDdiBandungdan'73karyawanCarefourdi
Surabaya.MenumtBadanPemeriksaanObatdan
Makanan(BPOM)kasustersebutdisebabkanoleh
Escherichiacoli dan Staphylococcusaureus
(KOMPAS,4September2004).
Escherichiacoli0157:H7mempakansalahsatu
penyebabkeraeunanpanganasalternak.Salahsatu
upayauntukmendeteksiEscherichiacoli0157:H7
dapatmenggunakansemmkebal monospesifik.
Semmkebalmonospesifikyaituantisemmyang
tidakbereaksisilangdengantipeantigenlainnya
atauhanyamengenalantigenhomolognya.Semm
kebalmonospesifikdapatdiperolehdenganeara
absorbsi(Pasaribu,1985;WibawandanPasaribu,
1993).Tujuandaripenelitianini untukmendeteksi
Escherichiacoli0157:H7dalamsusudandaging
denganmenggunakansemmkebalmonospesifik.
MATER! DAN METODE
Penelitian ini menggunakan8 ekor kelinei
jantanjenisNewZealandWhiteumurkuranglebih1
tahun. Kelinei dipeliharaseearaterpisahdalam
kandangukuran30emx 60em.Sebelumperlakuan
semuakelincidiadaptasikanselama1minggudiberi
pakanwortel,kangkungdanmmputsertaminumad
, Ubidum.
AntigenyangdigunakanadalahEscherichiacoli
0.157:H7isolatlokaldanEscherichiacoli 0157:H7
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ATCC 43894,sedangkanpenyiapanantigen0157
danH7mengikutipetunjuk(SupaI',1985).
Kelineidibagimenjadi4kelompokyaitu:2ekor
diinjeksidenganantigen0157isolatlokal,2 ekor
diinjeksidenganantigenH7 isolatlokal,2 ekor
~iinjeksidenganantigen0157ATCC43894dan2
ekordiinjeksidenganantigenH7 ATCC 43894.
Tiap-tiapkelineidiinjeksiseearaintravenadengan
dosisbertingkat0,25ml,0,5ml, 1,5mldan2 ml
dengankepekatanantigenmasing-masingsetara
depganlarutanMacFarlandno1,2,3dan5.Satu
.minggusetelahinjeksi terakhirkelincidiambil
darahnya,kemudiansemmdipisahkandandisimpan
padasuhu-20°Csampaiujilebihlanjut.
Pembuatansemmkebalmonospesifik0 157dan
H7 mengikutipetunjuk(SupaI',1985)yang
dimodifikasidarimetodeSokja(1965).Escherichia
coli yangdigunakanuntukabsoJbsiditumbuhkan
padaNutrientAgar(NA) (Oxoid)dalambotolRaux
kemudiandiinkubasikanpadasuhu37°Cselama48
jam.Seldi inaktifkanmenggunakanformalin0,1%
dan dipanendenganOse sterii. Suspensisel
disentrifusdengankecepatan3500rpmselama30
menit,kemudianendapandieuei3kalidenganNaCl
fisiologis.Setiapeampuranseldari3 botolRaux
dimasukkan5 ml antisemm0157 yangakan
diabsorbsi,dikoeokdenganvortexmixerselama1-5
menit,kemudiandisimpa~padasuhu4°Cselama24,. 'f - - ~ .~. ,- t
jam. Campuranantisemm"dansel yangdipakai
untukmengabsorbsidisentrifusdengankecepatan
3500rpmselama30menit.Supernatan(antisemm
0157)diuji denganantigensomatik0 heterolog
sampaimenimbulkanreaksiaglutinasinegatif.
AntisemmH7 yangtelahdipanendiabsorbsi
denganantigenwholecellEscherichiacoli0 157:H7
yangdiautoc/avepadasuhu121°Cselamasatujam.
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Caraabsorbsiuntukmendapatkan tiserumH7
monospesifiksarnasepertipadaprosesabsorbsi
untukmendapatkantiserum0157monospesifik,
yangberbedahanyacaramenyiapkanantigenuntuk
absorbsi.
Uji koaglutinasid lakukanmengikutipetunjuk
(Hondadkk., 1983dan Murray 1987).Secara
singkatS.allreusCowanI ditumbuhkanpadamedia
NA dalambotolRouxkemudiandiinkubasikanpada
suhu37°Cselama48ja~. Ke dalambotolRoux
dimasukkan10mlPospatBuferSaline(PBS)yang
mengandung0,5%formalin,didiamkanselama5-7
menitkemudianselbakteridipanendenganOse
steril.Seldisentrifusdengankecepatan3000rpm
selama10-15menit.Endapan:sel dicuci3 kali
denganPBS dandisentrifusepertisebelumnya.
Endapanseldaripencucianterakhirdisuspensikan
dalamPBSdandidiamkanselama3jampadasuhu
kamarsambilsetiapkalidikocokdenganhati-hati.
Setelahpencucianterakhirseldisuspensikandalam
PBS dan konsentrasisel dibuat10% (volume
endapanseVvolumePBS).
Suspensisel kemudiandipanaskandalam
waterbathsuhu80°CselamaI jam.Setelahdingin
endapanseldicuci3kalidanendapandaripencucian
terakhirdilarutkandalamPBS dengankonsentrasi
dibuat10%.Sebanyak1 ml suspensisel 10%
(protein A) ditambah0,1 ml serum kebal
monospesifik0157 danH7 selanjutnyadikocok
pelan-pelan,kemudiandidiamkanpadasuhukamar
kamarselama3jamdansetiapjamdikocokpelan-
pelandanreagensiapdigunakan(Hondadkk,1983
danMurray1987).
Pada penelitianini telah tersediaisolat
Escherichiacolidarikoleksipribaditerdiridari351
isolatdarisusudan30isolatdaridaging.Escherichia
coli diperbanyakdalammediaPlateNA (Oxoid)
kemudiandiinkubasikanpadasuhu37°Cselama24
jam,kemudiandipanenmenggunakanOsesterildan
dimasukandalam5mlNaCl fisiologisselanjutnya
diautoc/avepada suhu 121°Cselama1 jam,
sedangkanuntukH serotypingtidakdilakukan
autoclave.Sebanyak5 III antigendicampur8 III
serumkebalmonospesifikdi atasobyekgelas,bila
terjadi aglutinasi dalam waktu 1-3 menit
menunjukkanserotipeyangsarna.
HASIL DAN PEMBAHASAN
Penyiapanantigen0157danH7adalahtahapan
awalyangsangatpentingdalampembuatanserum
kebalmonospesifik.Padatahapanini dilakukan
denganmenyiapkanantigen0157yangberasaldari
Escherichiacoli 0157:H7isolat~lokaldanATCC
43894 sehingga dapat digunakan sebagai
pembanding.Konsentrasiantigenyangdipersiapkan
dilakukandengancara semikuantitatifyaitu
menyamakankekeruhannyadenganstandarlarutan
MacFarlandno 1,2, 3 dan 5.Tujuanpenyiapan
antigen0157dilakukanautoclavepadasuhu121°C
selama1 jam untuk menghilangkanflagella
sehinggayangtersisahanyasomatikantigen(0),
sedangkanpenyiapanantigenH7 tidakdilakukan
autoclave. .I
Setiapkelincidiinjeksisecaraintravenadengan
dosisbertingkat0,25ml,0,5ml, 1,5ml dan2 ml
dengankepekatanantigenmasing-masingsetara
denganlarutanMac Farlandno 1, 2, 3 dan5.
Suntikkanantigendiberikansecaraintra vena
dengantujuanantigencepatdiabsorbsisehingga
kelinci cepat dirangsanguntuk menghasilkan
antiboditerhadapantigentersebut.
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Pemberiansuntik<inantigendengandosis
bertingkatakan menyebabkansel limfosit B
dirangsangsehinggantibodiyangdihasilkanmakin
lamamakinmeningkat.Tubuhkelinciterdapatsel
limfositB yangmenghasilkanproteinspesifikyang
beredardidalamtubuhdandisebutdenganantibodi
atauimunoglobulin(Ig) (Tizard,1998).Bila zat
asingyangbermolekulbesarsepertiproteindan
polisakaridamasukke dalamtubuh,makaakan
dihasilkanantiboditerhadapantigentersebut.
Imunoglobulin(Ig)mempunyaidaerahpengikatan
ataubindingsite yang spesifikterhadapsuatu
dererminanpadaantigen.Sumberantibodiyang
palingumumadalahserum.Kelinci jenis New
ZealandWhiteseringdigunakandalampembuatan
serumkebal monospesifikarenaserumyang
diambildarikelincitelahmenjadistandarprosedur
khususnyadi laboratorium(Herbstdkk, 1983).
Disampingitudarahkelincisangatintensifuntuk
produksiantiserum(MaloledanPramono,1989).
Satuminggusetelahsuntikanantigenterakhir
semuakelinci dibunuhdan dipanenserumnya,
kemudiandiuji denganantigenEscherichiacoli
0157:H7diautoclavedantidakdi autoclave.Dari
uji cobatersebutsemuanyamenunjukkanreaksi
positip.Hal ini menunjukkanbahwaserumyang
dihasilkanbelummurni,karenantigenyangpaling
murnisekalipunmasihmengandunglebihdarisatu
determinan(Dewi,1984).Suntikanantigenyang
telahmurnipadakelincimasihdihasilkanantibodi
poliklonalyangterdiridariberbagaimacamantibodi
yang mempunyaibinding site berbeda-beda
(Sofyan,1992).
Antiserumyangbelummonospesifikdilakukan
absorbsimenggunakantigensomatikEscherichia
coliheterologseperti: 08, 09, 020, 064,0101,
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0138 dan 0149. Serumyangtelahdiabsorbsi
dicampurdengansomatikantigenyanghomolog
terjadiagglutinasi,sedangkandenganantigenyang
heterologtidakterjadiagglutinasi,makaserum
tersebutdikatakantelah monospesifik0157.
AntiserumH7 monospesifikdiabsorbsidengan
antigenEscherichiacoliheterologseperti:08,09,
020, 064, 0101,0138 dan0149 tetapidalam
penyiapanantigentidakdilakukanprosesautoclave.
Serumyang telahdiabsorbsidicampurdengan
flagellaantigenyanghomologterjadiagglutinasi,
sedangkandenganantigenflagellaheterologtidak
terjadiagg1utinasi,maka serumtersebutelah
monospesifikH7. Serum dapat mempunyai
spesifitasmonospesifikdengancaramengabsorbsi
serumyangbelummonospesifikdenganselbakteri
utuh(wholecell)yangmenunjukkanreaksisilang
non spesifikdenganserumyangbersangkutan
(Wibawandkk.,1993).
Uji koaglutinasiberdasarkankomponenprotein
A (yangdimiliki oleh S.aureusCowanI) yang
berikatandenganreseptorsuatuantibodi.Suspensi
S.aureusCowanI yangditambahkantiserumyang
telah monospesifiksehinggadapatuntuk uji
koaglutinasi.Adanya agglutinasiantaraserum
kelincidenganantigenEscherichiacoli 0157:H7
menunjukkanbahwaantiboditelah terbentuk.
Sensitifitasdan spesifi&ifas.ntetode.koaglutinasi
pernahdilaporkansetaradenganuji ELISA (Supar,
1996,Murray,1987).Reagenkoaglutinasidapat
disimpandalamlemariesselamabeberapaminggu
atau beberapabulan untuk digunakandalam
menentukanserotipeEscherichiacoli 0157:H7.
Serummonospesifikdapatdisimpandalamlemaries
ataupenyimpananyanglebihlamapadasuhu-20°C,
akan tetapi pembekuandan pencairanyang
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berulang-ulangperludihindarikarenamengurangi
sensitifitas(Supar,1996).
Hasilserotypingterhadapsomatikantigen
(0) danflagella(H)dari351isolatEscherichia
coli asalsusudan30isolatasaldagingdapat
dilihatpada(Tabel1).Tabel1 menunjukkan
bahwadari351isolatEscherichiacoliasalsusu
terdapatdua sampelyang bereaksipositif
agglutinasiterhadapantigen0157 danH7,
sedangkandari30 isolatEscherichiacoli asal
dagingtidakterjadireaksiaglutinasi.Hal ini
menunjukkanbahwadari351isolatEscherichia
coliasalsusutidaksemuanyamemilikiseroytpe
0157danH7.Escherichiacoli0157:H7banyak
diisolasidarisusuyangbelumdipasteurisasidan
temaksapi merupakankarier pada kasus
Tabel]. Hasil0 danH serotyping
kontaminasipangan~saltemak(CDC,2001).
Kasus keracunanpanganasal temak di
IndonesiayangdisebabkankarenaEscherichia
coli0157:H7jarangdilaporkan,karenabelum
diterapkanstandaranalisauntukEscherichiacoli
0157:H7(HaryadidanNurailyasti,1999).
PrevalensiE.coli 0157:H7dari susudi
Belandadilaporkanantara0-10%(Heuvelink
dkk, 1998)sedangkanpadasususapidari
petemakandi Bogor,CianjurdanSukabumi
.dilaporkan0,5%(Suwito,2005).Kasusinfeksi
E.coli0 157:H7padamanusiadiIndonesiatelah
dilaporkan dari Rumah Sakit
CiptomangunkusumoJakartadanempatdari
sembilankasus tersebutmeninggaldunia
(Tambunandkk.,2001).
SerumkebalmonospesifikE.coli 0157:H7
dengancara absorbsidan koagglutinasidapat
digunakanuntukdeteksiE.coli 0157:H7 dari
panganasalternak.
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